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INTRODUCCIÓN. 
 
 El estrés celular ante condiciones extremas es un proceso que desencadena una 
expresión masiva de genes que en condiciones consideradas normales se encuentran 
silenciados. Esta expresión deriva en un intento de la célula por mantener la 
supervivencia (capacidad de una célula de llevar a cabo ciertas funciones como 
crecimiento, metabolismo y reproducción en condiciones de adaptabilidad)  y viabilidad 
celular (proporción de células que sobreviven en una población sometida a unas 
condiciones determinadas) (Celis, JE. 2005).Algunas condiciones de estrés que ponen 
en riesgo la supervivencia de las células son la falta de nutrientes, los incrementos de 
temperaturas o ciertos compuestos químicos que afectan a la correcta fisiología de la 
célula. 
 En una célula normal, el 10% del genoma celular se pone en funcionamiento en 
situaciones de estrés para activar los mecanismos de defensa, pero en una célula 
deficiente, ante un ataque similar, el 60% de los genes deja de actuar, siendo estas 
células deficientes incapaces de adaptarse, lo que provoca la muerte celular (Gasch, et 
al., 2000).  
 En el presente trabajo hemos estudiado cómo, Sub1, una proteína de la levadura 
Saccharomyces cerevisiae descrita como un co-activador transcripcional de la RNA 
Polimerasa II, es capaz de influir en la supervivencia y viabilidad celular cuando las 
células son sometidas a estrés extremo. 
 La RNA Polimerasa II 
 Las RNAs polimerasas (RNAPs) son RNA nucleotidiltransferasas encargadas de 
llevar a cabo la síntesis de los diferentes RNA celulares. Se encuentran evolutivamente 
muy conservadas desde procariotas a eucariotas (Knutson, B.A. & Hahn, S. 2013). En 
eucariotas, existen varias RNAPs, según el tipo de RNA que sinteticen. La RNAPI se 
localiza en el nucléolo de la célula y transcribe el rRNA ribosómico grande 35S (45S en 
mamíferos), que da lugar a los rRNA ribosómicos 5.8S, 18S y 25S (28S en mamíferos), 
mientras que la RNAPII y la RNAPIII se encuentran en el nucleoplasma. La RNAPII 
sintetiza todos los RNA mensajeros, la mayoría de los snRNAs, snoRNAs y micro 
RNAs y la RNAPIII transcribe un grupo diverso de pequeños RNAs no codificantes que 
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participan en la regulación de la transcripción, el splicing y la traducción (tRNAs, 5S 
rRNA, snRNAs, entre otros). 
 La RNAPII ha sido la más estudiada por la comunidad científica. Esto se debe a 
que es la polimerasa encargada de transcribir los mRNAs, los cuales posteriormente se 
traducirán dando lugar a proteínas, lo que convertía al estudio de la RNAPII en vital 
para comprender los mecanismos que regulan la transcripción y la traducción (Cramer 
et al. 2008). 
 El ciclo de transcripción por la RNAPII se caracteriza por cuatro etapas 
diferentes:pre-iniciación, iniciación, elongación y terminación, en las que se suceden 
diversos procesos necesarios para llevar a cabo una correcta transcripción de los genes 
(Shandilya & Roberts, 2012). La preiniciación se caracteriza por la asociación de la 
RNAPII al complejo mediador, a los factores generales de la transcripción y al promotor 
de los genes (Sikorski et al. 2011). Durante la iniciación se produce la activación de la 
maquinaria transcripcional de la polimerasa (Cramer et al., 2001) y se reclutan las 
enzimas del capping. En la elongación se produce el escape del promotor y el splicing 
en el mRNA naciente. Finalmente, en la terminación se produce el corte y la 
poliadenilación del pre-mRNA(Richard & Manley 2009; Proudfoot, 2004). 
 
 Esquema 1.Representación del ciclo de transcripción y síntesis del mRNA. 
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 Todos estos procesos del ciclo transcripcional se encuentran regulados tanto por 
factores que actúan en trans como en cis, además de por la propia actividad de la 
RNAPII que se regula por fosforilación (Buratowski, 2009).  
Los factores en trans que regulan la transcripción por la RNAPIIson los 
siguientes: Factores generales de transcripción, los activadores/represores 
transcripcionales, ciertos coactivadores/correpresores ,el complejo del Mediador, los 
factores de elongación y finalmente los modificadores y remodeladores de la cromatina 
(por ejemplo, metilasas y acetilasas de histonas). Mientas que los factores en cis son los 
promotores, las secuencias UAS (Upstream Activating Sequence), los enhancers, y la 
estructura de la cromatina. 
 En lo referente a los coactivadores, estos actúan a través de los activadores y los 
factores generales de la transcripción, regulando positiva o negativamente la misma. El 
proyecto del TFM ha estado centrado en el estudio de Sub1, un coactivador 
transcripcional de Saccharomycescerevisiae, muy conservado, con un ortólogo en 
mamíferos que se llama PC4 (positive coactivator 4) (Werten et al., 1998; Knaus et al., 
1996). 
 Nuestro interés ha sido determinar si Sub1 tiene un papel en la respuesta a estrés.  
 Funciones de Sub1 
 El coactivadortranscripcionalSub1 S.cerevisiae fue aislado originalmente como 
supresor de  mutaciones en el factor general de la transcripcional TFIIB que causaban 
sensibilidad a frío (SUB1:suppressor of TFIIB). Se definió como coactivador debido a 
su alta homología con el factor humano PC4, su capacidad de unión a DNA y la 
interacción con el factor TFIIB para activar la transcripción (Knaus et al, 1996, Henry et 
al, 1996, Wu et al 1999). Recientemente, se ha demostrado la existencia de ortólogos de 
Sub1/PC4 en bacterias y en otros hongos (Werten et al. 2016, Huang et al, 2012). 
Además, se  ha descrito a ambas proteínas, Sub1 y PC4, como factores que participan 
en la reiniciación-terminación por la RNA polimerasa III (Rosonina et al, 2009;  
Tavenet et al, 2009). 
 Tanto Sub1 en levaduras, como PC4 en humanos, contienen un dominio de 
unión a DNA de cadena sencilla muy conservado evolutivamente, que también tiene 
afinidad por DNA de cadena doble (Henry et al. 1996). Ambos, Sub1/PC4, juegan un 
papel, tanto positivo como negativo en la iniciación transcripcional (Malik et al. 1998; 
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Koyama et al, 2008). Sin embargo, a pesar de la similitud en dicho dominio y la 
conservación de algunas funciones, existen diferencias entre ambas proteínas que 
sugiere que pudieran tener algunas funciones diferentes en levaduras y humanos. La 
diferencia radica principalmente en el tamaño, siendo Sub1 mayor que PC4  (289 vs 127 
aminoácidos) y presentando regiones que no se encuentran en la proteína humana, como 
veremos más adelante (Conesa and Acker, 2010). Otra diferencia importante entre estas 
dos proteínas radica en el dominio de unión al DNA. En Sub1 este dominio se encuentra 
en el extremo N-terminal, entre los residuos 32-105, mientras que los residuos 
responsables de esta función en PC4 son los residuos 62-127 del dominio C-Terminal 
(Huang et al. 2015). Por otra parte, PC4 interacciona con los factores generales de 
transcripción TFIIB y TFIIA, mientras que Sub1 sólo lo hace con el primero (TFIIB). 
 En el caso de Sub1 además, se ha descrito que es capaz de interaccionar con la 
cromatina durante todo el ciclo de transcripción, desde las regiones promotoras hasta las 
terminadoras (Calvo and Manley, 2005). Así, es un factor de elongación de la 
transcripción (García et al, 2012) y es capaz de modular la fosforilación de la RNAPII  
(García et al, 2010). Además, tiene un papel anti-terminador de la transcripción, función 
que ejerce a través de su interacción con un factor de poliadenilación (Calvo and 
Manley, 2001). Por otra parte, se ha descrito como un factor de activación y re-
iniciación de la transcripción mediada por la RNAPIII (Rosonina et al, 2009; Tavenet et 
al, 2009), y parece ser que podría estar implicado en la respuesta estrés. En este sentido 
se ha sugerido que Sub1 participa en la respuesta a estrés osmótico en ausencia del 
regulador maestro de dicha respuesta, Hog1 (Rosonina et al, 2009), y en la respuesta a 
estrés oxidativo (Wang et al, 2004; Proft et al. 2006). Esta última función se encuentra 
compartida con su ortólogo PC4 (Wang et al, 2004).  
 Aparte de estos procesos tan importantes para la regulación del ciclo 
transcripcional, a Sub1/PC4 se le ha relacionado con otros procesos relacionados con el 
metabolismo del DNA, como pueden ser la reparación tanto de roturas de ssDNA, como 
en roturas de cadena dobles (Yu and Wolkert, 2013) 
 Estructura de Sub1 
 Sub1consta de 292 aminoácidos y hasta el momento se han descrito sólo dos 
dominios: el dominio N-terminal, que comprende aproximadamente los primeros 105 
aminoácidos, y un dominio C-terminal que abarca desde el aminoácido 106 hasta el 
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final de la proteína (Knauset al. 1996). El dominio de unión a DNA de Sub1 se 
encuentra en la región N-terminal (residuos 32-105) (Figura 1). El resto de la proteína 
tiene una función hasta el momento desconocida, aunque resultados en el laboratorio de 
la Dra. Olga Calvo indican que este dominio participa activamente en la elongación 
transcripcional, mientras que el dominio de unión a DNA participaría sólo en la 
iniciación de la trascripción (resultados sin publicar).  
 
Figura 1. Esquema ilustrativo de Sub1 y PC4. 
 Se ha especulado con la idea de que Sub1 se encuentre funcionalmente en la 
célula conformando dímeros que interaccionan con la cadena de ssDNA por dos puntos 
distintos en la burbuja transcripcional durante la formación del complejo de 
preiniciación, debido a la homología que presenta en su estructura con PC4 y MoSub1, 
lo que de ser cierto dotaría de una mayor estabilidad a la molécula (Huang et al. 2012) 
 La unión de Sub1 al DNA se produce a través del dominio N-terminal. En el 
caso de S. cerevisiaese ha determinado (Tesis Doctoral Alejandro Collin) que algunos 
de los residuos importantes para dicha unión son la Lisina 45 (K45), la tirosina 66 
(Y66) y un conjunto de residuos muy conservados que se encuentran entre las 
posiciones 54-56. Estos residuos son una fenilalanina 54 (F54), una arginina 55 (R55) y 
una asparagina 56 (N56), conformando así un complejo de residuos denominado FRN 
(Figura 2). Todos estos residuos se encuentran conservados en PC4, y en este caso, la 
mutación de los mismos también provoca alteraciones en la capacidad de unión al DNA. 
  SUB1 es un gen no esencial que no interfiere en el crecimiento y desarrollo de 
una célula bajo condiciones fisiológicas normales (Henry et al. 1996), sin embargo se ha 
sugerido que la presencia de Sub1 sería importante para responder adecuadamente ante 
condiciones de estrés, al menos osmótico y oxidativo (Conesa and Acker. 
es requerido por la célula para resistir y adaptarse a cambios en la osmolaridad, ya que 
ante un choque osmótico la transcripción de genes constitutivos decae rápidamente, 
siendo en este momento critica la presencia de Sub1 en regiones promotoras de genes de 
respuesta osmótica, para que 
al choque osmótico (Rosonina
regulador principal de la respuesta a este tipo de estrés, Hog1. En ausencia de Sub1, las 
levaduras no son capaces de sobrevivir a los efectos causados no solo por los cambios 
de osmolaridad, sino que también es sensible al daño oxidativo producido por el 
peróxido de hidrogeno (Wang 
el que Sub1 participa en la respuesta a estrés y si su papel esencial podría ser en la 
supervivencia celular después de que las células se han expuesto a una situación 
extrema que puede poner en riesgo la viabilidad de las mismas. 
 El objetivo de este  TFM ha sido analizar la importancia de algunos de los 
residuos necesarios para la unión a DNA de S
 
 
éstos se transcriban de forma eficiente y puedan responder 
 et al. 2009). Esto es así,  siempre y cuando no esté el 
et al. 2004). Actualmente se desconoce el mecanismo por 
 
ub1 (en concreto, FRN54
Figura 2: Estructura de un 
hipotético dímero de Sub1 en base 
a los conocimientos estructurales de
PC4 y datos experimentales de 
Sub1 obtenidos en el laboratorio de 
la Dra. Calvo sin publicar. En
figura se muestra s
N-terminal (uno de los monómeros 
se representó con color azul y el 
otro con color gris) anclado a una 
molécula de ssDNA (hebra 
naranja). Las regiones rojas, 
muestran los residuos críticos de la 
proteína para unirse al DN
El modelo ha sido realizado 
Dr. M. Garavis
programa Pymol, que es uno de los 
programas por excelencia para 
visualizar estructuras de 
biomoléculas. 
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respuesta a condiciones de estrés  extremo. En particular, en la supervivencia al estrés 
térmico intenso,  y en menor medida al estrés oxidativo.  
 Respuesta celular al estrés. 
 La célula está constantemente sometida a condiciones que ponen en riesgo su 
supervivencia y estabilidad, tanto propia como a nivel poblacional. Temperatura, 
nutrientes, suministro de oxígeno, parámetros osmóticos, pH y factores de crecimiento, 
pueden influir en la expresión génica a través de cascadas de señalización que 
transforman estímulos externos en respuestas intracelulares con el fin último de 
asegurar la estabilidad intracelular (Morano et al. 2012). 
Entorno al año 2000 se describió que estas alteraciones ambientales afectaban a la 
célula a nivel transcripcional, provocando la activación de genes que normalmente se 
encontraban silenciados, haciendo que aproximadamente el 10% de la expresión del 
genoma se vea remodelada durante la exposición a condiciones no permisivas, o al 
menos a condiciones diferentes al del crecimiento normal (Gasch, et al. 2000). 
De manera artificial los tipos de estrés a los que se puede someter a una célula son 
muchos y muy diversos, y cada uno produce una respuesta diferente a nivel 
transcripcional. No es lo mismo que la célula esté sometida a una temperatura restrictiva 
que a un agente genotóxico. Esto hace que sea difícil evaluar correctamente la respuesta 
y aclimatación que pueden tener las células y, por tanto, esclarecer de una forma amplia 
los principales mecanismo de supervivencia. Debido a la gran variedad de formas de 
estrés y las respuestas asociadas que estos provocan, aquí nos ocuparemos sólo del 
estrés térmico, y del estrés oxidativo. 
  El estrés térmico. 
 Saccharomyces cerevisiae es un organismo que presenta un crecimiento óptimo 
a temperaturas comprendidas entre los 25º y 30ºC. Pero cuando su desarrollo tiene lugar 
a temperatura situadas en torno a los 37ºC, las células activan un programa 
transcripcional denominado respuesta al choque térmico o HS (Heat Shock). Esta 
respuesta transcripcional les permite seguir creciendo hasta temperaturas que rondan los 
42ºC, pero superado este umbral de temperatura las células son incapaces de reanudar 
su crecimiento y, por lo tanto, el tratamiento a estas temperaturas es considerado 
generalmente como severo o potencialmente letal de acuerdo a la duración del mismo y 
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a la incapacidad celular de revertir los efectos. En algunos casos, como un cambio 
súbito en la temperatura del cultivo de 23ºC a 36 ºC puede conferir cierta protección a la 
célula frente a una exposición de temperatura por encima del umbral (por ejemplo, 
50ºC). Esto es un rasgo común en todos los organismos vivos que es evocado antes de 
que las células experimenten temperaturas potencialmente letales, y que puede proveer a 
la célula de la habilidad de enfrentarse a temperaturas más altas que de otra manera 
resultarían letales (Zakrzewska et al., 2011). 
Debido a las características termodinámicas de las moléculas orgánicas, el 
incremento de temperatura del microambiente celular conduce a la pérdida de las 
conformaciones activas y, por lo tanto, de sus propiedades biológicas, siendo 
especialmente sensibles las proteínas. Todas las células  han evolucionado desarrollando 
mecanismos que actúen como un "sistema de control de calidad proteica" con el fin de 
asistir en el correcto plegamiento de las mismas o bien replegar proteínas mal plegadas. 
Esta función está a cargo de otras proteínas denominadas chaperonas moleculares, que 
también pueden destinar moléculas para su degradación por sistemas proteolíticos 
(Rubinsztein, 2006). A temperaturas comprendidas entre 36 y 37ºC la pérdida de 
proteínas por desplegamiento o errores en la conformación de su estructura se ve 
acentuada. Esto repercute en las células, haciéndolas incapaces de montar una respuesta 
protectora después de un estrés moderado (Berry & Gasch, 2008), como por ejemplo el 
caso de las proteínas ribosomales. Estas son muy sensibles a cambios en la temperatura, 
debido a una inactivación transcripcional muy rápida de los genes correspondientes. La 
finalidad es apagar la traducción y parar el crecimiento celular en condiciones adversas. 
Un aspecto clave a tener en cuenta en condiciones de estrés celular es la 
regulación génica. Se ha demostrado que tanto la activación, como la represión 
transcripcional, pueden verse influidas, en una medida aun no comprendida del todo, 
por las condiciones ambientales de la célula.  
 El trabajo de McAlister y Finkelstein (1980) demostraron los primeros indicios 
de que la respuesta al estrés térmico es inhibida en mutantes defectuosos en la síntesis, 
procesamiento o transporte del RNA, asentando así las bases del rol de la transcripción 
como una forma central de readaptación celular para hacer frente a fenómenos de estrés. 
Este mecanismo de respuesta transcripcional lo encontramos por ejemplo en la 
expresión de algunos genes, como por ejemplo, los que codifican para las  HSP 
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(HeatShock Proteins). Las células activan un programa transcripcional de respuesta al 
choque térmico o HSR (HeatShock Response)cuando la temperatura de crecimiento 
alcanza 36-37º C. Este sistema fue descrito originalmente en Drosophila (Tissières et 
al., 1974), pero se encuentra muy conservado en la evolución. La base fundamental de 
este mecanismo es la de sintetizar proteínas de resistencia a la temperatura extrema, que 
permiten adaptar en cierto modo el metabolismo celular a las nuevas condiciones. 
  El estrés oxidativo. 
 Se llama estrés oxidativo a la situación en la que, como consecuencia de un 
aumento en la síntesis o una disminución en la degradación de especies reactivas del 
oxígeno (ROS), se produce un aumento en la concentración intracelular de moléculas 
oxidantes, potencialmente perjudiciales para un gran número de componentes celulares 
y que, por tanto, comprometen la supervivencia celular (Rowley, 2003). El DNA puede 
sufrir daño oxidativo en bases y azúcares, roturas de cadenasimple,o entrecruzamientos 
DNA-proteínas, provocando errores en su lectura que deben ser subsanados por los 
mecanismos de reparación celular como la ruta de reparación BER (Base Excision 
Repair). 
 Al igual que para el daño producido por cambios térmicos, las células tienen 
mecanismos de adaptación y supervivencia a las ROS. El principal regulador en 
S.cerevisiae es Yap1, un regulador positivo de la expresión génica (Harshman et 
al.1988). Este regulador es capaz de conferir resistencia a un gran número de  drogas 
cuando es sobre-expresado (Hussain & Lenard, 1991), siendo necesaria su presencia 
para la tolerancia a oxidantes como H2O2, así como para resistir a otros compuestos 
tales como metales pesados, cadmio por ejemplo (Wu et al. 1994).  
 En ausencia de oxidantes, Yap1 se localiza principalmente en el citoplasma 
(Kuge et al. 1997), pero cuando las células son sometidas a tratamiento con H2O2, se 
produce una translocación de este regulador, pasando rápidamente a localizarse en el 
núcleo, promoviendo así inducción de sus genes diana, que son genes de respuesta a 
estrés oxidativo. El mutante de deleción de YAP1 (yap1∆) es hipersensible al estrés 
oxidativo por H2O2. Por tanto dicho mutante es un control muy útil a la hora de 
analizarla sensibilidad de las células al estrés oxidativo cuando SUB1 está mutado. De 
igual manera, nos permitirá estudiar si SUB1 tiene alguna relación genética con YAP1 
que nos sugiera una relación funcional. 
  12 
METODOLOGÍA 
 
Para la realización de este trabajo se ha utilizado como organismo de estudio la 
levadura Saccharomyces cerevisiae. La bacteria Escherichia coli se ha utilizado como 
herramienta en experimentos de clonación y amplificación de plásmidos  
1. Cepas 
1.1. Cepas de Saccharomyces cerevisiae 
En la Tabla 1 se muestran las cepas de S. cerevisiae utilizadas en el estudio. 
CEPA TIPO SEXUAL GENOTIPO 
SCOC0101 
a 
ade2-1 his 3-11,15 leu2-3,112, trp1-1, ura3-1 
SCOC1916 
a 
ade2-1 his 3-11,15 leu2-3,112, trp1-1, ura3-1 sub1::URA3 [pRS315]  
SCOC1917 
a 
ade2-1 his 3-11,15 leu2-3,112, trp1-1, ura3-1 sub1::URA3 [pRS315-
SUB1-6HA] 
SCOC1918 
a 
ade2-1 his 3-11,15 leu2-3,112, trp1-1, ura3-1 sub1::URA3 [pRS315-
SUB1-K45A-6HA] 
SCOC1919 
a 
ade2-1 his 3-11,15 leu2-3,112, trp1-1, ura3-1 sub1::URA3 [pRS315-
SUB1-FRN54-56AGG-6HA] 
SCOC1920 
a 
ade2-1 his 3-11,15 leu2-3,112, trp1-1, ura3-1 sub1::URA3 [pRS315-
SUB1-Y66A-6HA] 
SCOC0108 
a 
mat a, his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 
SCOC0450 
a 
his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 sub1::URA3 
SCOC0801 
a 
his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 yap1::KAN 
SCOC0759 
a 
his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 sub1::URA3 yap1::KAN 
SCOC1061 
a 
his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 [pRS315] 
SCOC1062 
a 
his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 [pADH1-SUB1] 
SCOC08015 
a 
his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 yap1::KAN [pRS315] 
SCOC08023 
a 
his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 yap1::KAN [pADH1-SUB1] 
SCOC2755 
a 
his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 ssa2::KAN 
SCOC2825 
a 
his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 ssa2::KAN sub1::URA 
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SCOC2754 
a 
his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 eft2::KAN 
SCOC2826 
a 
his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 eft2::KAN sub1::URA 
 
Tabla 1. Cepas de Saccharomyces cerevisiae 
1.2.Cepas de Escherichia coli 
Todos los experimentos con la bacteria E.coli se realizaron con la cepa 
DH5α (F- endA1gyr96hsdR17∆lacU169 (f80lacZ∆M15) recA1relA1supE44-thi-1. 
 
2. Medios de Cultivo  
2.1.Medios de cultivo para levaduras 
Los medios de cultivo utilizados para levadura fueronmedio rico (YEPD) y 
mínimo selectivo (SC). La composición del YEPD es la siguiente: 1% de extracto de 
levadura, 2% de bacto-peptona y 2% de glucosa. En el caso de YEPD+KAN, se 
suplementó con 100 µg/ml de disulfato de G418. 
La composición del medio selectivo (SC) utilizado es la siguiente: 0,67% de bases 
nitrogenadas (YNB) sin aminoácidos, 2% de glucosa y 0,2% de dropout mix selectivo. 
El dropout mix es una combinación de suplementos, como aminoácidos y algunas bases 
nitrogenadas, entre otros componentes, excepto el/los suplemento/s de selección de la/s 
auxotrofía/s correspondiente/s. 
Medio de pre-esporulación (Pre-SPO) y esporulación (SPO), con las siguientes 
composiciones: Pre-SPO: 0,5% de extracto de levadura, 0,6% de bases nitrogenadas 
(YNB) con aminoácidos, 0,5% de bacto-peptona, 1% de acetato potásico, y 1,02 % de 
biftalato potásico, pH ajustado a 5.5 con NaOH saturado. SPO: 1% de acetato potásico, 
0,1% de extracto de levadura y 0,05% de glucosa.  
Cuando fue necesario, los medios se suplementaron con los aminoácidos 
apropiados, en función de las auxotrofías de las cepas utilizadas. Para la preparación de 
los medios se utilizó agua destilada, y en los medios de cultivo sólidos, además, se 
añadió agar en una concentración final del 2%. 
2.2. Medios de cultivo para bacterias 
El medio utilizado para cultivar bacterias fue el medio rico LB: 0,5% de extracto 
de levadura, 1% de bacto-triptona y 1% de NaCl. En el caso de LB+Amp, el medio se 
  14 
suplementó con ampicilina sódica a una concentración final de 100 µg/ml. Los medios 
se prepararon con agua destilada, y a los medios sólidos se añadió agar al  2%. 
3. Condiciones de crecimiento 
Los cultivos líquidos y sólidos de levadura se pre-incubaron a 28ºC. En el caso 
de los líquidos con una agitación de 250rpm. El crecimiento se controló midiendo la 
absorbancia en el espectrofotómetro a 600nm, trabajándose siempre con cultivos en fase 
exponencial. Las bacterias se incubaron a 37ºC. 
Para las condiciones de daño a estrés térmico se crecieron los cultivos alrededor 
de unas 5 horas a 28ºC, después de este periodo parte del cultivo se centrifugó para 
trasvasarlos a un medio de nuevo donde se incubaron a 28ºC y 50ºC, con el fin inducir 
daño celular, durante un periodo de 20 minutos. 
 
4. Técnicas Genéticas 
4.1. Transformación de Saccharomyces cerevisiae 
Para la transformación de levaduras se siguió la técnica del acetato de litio. Las 
células competentes se obtuvieron a partir de cultivos incubados en YEPD hasta una 
DO600nm de 1,0 (~2x107 células/ml). Se utilizaron 5 ml de cultivo por transformación y 
las concentraciones de DNA variaron desde 100 ng hasta 1-2 µg, según las necesidades 
de los experimentos. Para la selección de los transformantes las células se plaquearon en 
medios SC selectivos.  
4.2. Conjugación, esporulación 
Se utilizaron técnicas genéticas convencionales para la obtención de cepas 
diploides y para su esporulación. Las cepas parentales se cruzaron mezclándolas en 
YEPD sólido e incubando a 28ºC durante 5-7 horas. Los diploides generados se aislaron 
mediante selección de marcadores. Para la esporulación, los diploides se crecieron 
durante 24 horas en medio de Pre-SPO a 28ºC, previo a su incubación en medio SPO 
durante 3-4días. Las células se esporularon para confirmar la generación de las cepas 
diploides.  
4.3. Transformación de Escherichia coli 
Las células competentes de E.coli fueron preparadas por el personal técnico del 
Instituto de Biología Funcional y Genómica. Para transformarlas, se mezclaron 25-100 
µl de células competentes con 100pg-10ng de DNA, y se incubaron en hielo durante 
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20minutos. A continuación, se sometieron a un choque térmico de 2minutos a 37ºC. 
Tras ello, se añadieron 400µl de LB y se incubaron a 37ºC durante 1hora. Las células se 
recogieron por centrifugación y se sembraron en placas de LB+Amp. 
5. Plásmidos 
Tabla 2. Lista de plásmidos. Se índica una breve descripción del uso de cada plásmido y 
su fuente. 
Plásmido Descripción Fuente 
 
pRS315 
 
Plásmido utilizado de control que permite la síntesis de leucina 
Laboratorio 
Olga Calvo 
 
pO53 
 
Plásmido de sobreexpresión de SUB1 marcado con leucina 
Laboratorio 
Olga Calvo 
Tabla 2. Lista de plásmidos. Se índica una breve descripción del uso de cada plásmido y su fuente. 
 
6. Métodos de manipulación y Análisis de Ácidos Nucleicos 
6.1. Aislamiento de DNA  
6.1.1 Aislamiento de DNA plasmídico de E.coli 
Para la obtención de DNA plasmídico a pequeña escala se utilizó un sistema 
comercial (Nucleospin®), siguiendo las instrucciones del fabricante. 
6.2 Aislamiento de RNA de S.cerevisiae,  síntesis de cDNA y RT-PCR. 
 El primer paso en la obtención de RNA aislado en muestras de S.cerevisiae es 
aislar cultivos celulares recogidos a una D.O. 600nm comprendida entre 1-1,2 unidades. 
Estas muestras serán tratadas con fenol:AE Buffer a PH ácido (50 mM de acetato de 
sodio a pH 5.2 y 10 mM de EDTA) calentado a 65ºC, para realizar la rotura celular y 
eliminación de extractos proteicos y restos celulares. Posteriormente se trata la muestra 
con una mezcla de fenol: cloroformo: isoamilico (25:24:1) purificando en este paso el 
RNA en la fase acuosa, que precipitaremos con etanol. Seguidamente se realiza un 
tratamiento con DNasa para eliminar el posible DNA contaminante en la muestra. El 
paso final será copiar el mRNA a DNA complementario (cDNA) usando la actividad de  
una enzima reverso transcriptasa y siguiendo las instrucciones del fabricante (Roche). 
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 El cDNA formado durante la transcripción reversa es posteriormente utilizado 
como molde en una reacción de PCR (RT-PCR), para amplificarlo e identificar el gen o 
conjunto de genes que se expresan en la muestra correspondiente.  
 
6.3. Electroforesis de ácidos nucleicos 
La separación de fragmentos de DNA se realizó mediante electroforesis en geles 
de agarosa. Dependiendo del tamaño de las moléculas a separar, se usaron geles de 
concentración de agarosa variable (0,8%-2% p/v) en tampón TAE (Tris-acetato 40 mM, 
EDTA 1 mM) y conteniendo EtBr (0,5 µg/ml). A las muestras se les añadió tampón de 
carga 6X (azul de bromofenol 0,25% (p/v), xilencianol 0,25% (p/v), glicerol 30% (v/v)). 
Las separaciones electroforéticas se realizaron a voltaje constante (50-120V) en tampón 
TAE. Para visualizar el DNA mediante iluminación con luz UV, se utilizó el equipo Gel 
Doc XR (Bio-Rad). Los tamaños de las moléculas se estimaron por comparación con el 
marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA ladder (Invitrogen).  
6.4. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)  
Para la realización de PCRs de forma rutinaria en el laboratorio, se utilizaron 
polimerasa de alta fidelidad para la amplificación de módulos de integración utilizados 
en la construcción de cepas; y una polimerasa normal para la amplificación desde DNA 
genómico purificado, cDNA o incluso directamente desde colonias aisladas de S. 
cerevisiae, para la comprobación de cepas. Ambas enzimas se usaron según las 
recomendaciones del fabricante. En el caso de las PCRs de colonias, éstas se calentaron 
en un microondas durante 2 minutos a la máxima potencia. Las amplificaciones se 
realizaron en un termociclador T Personal (Biometra). La longitud de los ciclos de 
extensión y la temperatura de anillamiento fue variable, dependiendo del tamaño del 
fragmento a amplificar y de la temperatura de fusión o temperatura de melting (Tm) de 
los oligonucleótidos, respectivamente. 
 
6.5. Oligonucleótidos 
En la Tabla 3 se detallan los oligonucleótidos en este trabajo. 
Oligos Secuencia Utilidad 
OC13 5' TCCCCCGGGAATGTCATATTACAACAGG 3' RT-PCR 
OC20 3' CCGGAATTCTGGTCTCTTGGATCCTAGCCTTC 5' RT-PCR 
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OC69 5' GGCTGTCAGAATATGGGGCCGTAGTA 3' RT-PCR 
OC70 3' CACCCCGAAGCTGCTTTCACAATAC 5' RT-PCR 
OC320 5' CATGGCCGTTCTTAGTTGGT 3' RT-PCR 
OC321 3' ATTGCCTCAAACTTCCATCG 5' RT-PCR 
OC292 5' GGTAAGATTTGTTGAAACTCG 3' RT-PCR 
OC293 3' GCTTTTCTGTCCTTGTCCAAA 5' RT-PCR 
OC155 5' GTACGCCATTGATATGACTG 3' RT-PCR 
OC156 3'CAGAATCTGGCAATCTTC 5' RT-PCR 
ADH1-FW  5' ACGCTTGGCACGGTGACTG 3' RT-PCR 
ADH1-R 3' ACCGTCGTGGGTGTAACCAGA 5' RT-PCR 
PGK1-FW 5' GCCAACCATCAAGTACGTTTTG 3' RT-PCR 
PGK1-R 3' GACACAGTCGTTCAAGAAGGTG 5' RT-PCR 
ACT1-FW 5' ATGGATTCTGAGGTTGCTGCTTTGG 3' RT-PCR 
ACT1-R 3' GTCCCAGTTGGTGACAATACCGT 5' RT-PCR 
Tabla 3: Oligonucleótidos. Se detalla la secuencia y la utilidad de cada cebador. 
 
7. Métodos de Manipulación y Análisis de Proteínas 
7.1 Obtención de extractos proteicos y cuantificación de proteínas 
En todos los casos se trabajaron con extractos proteicos en condiciones nativas. Se 
prepararon, salvo en los casos especificados, en tampón de lisis que contiene HEPES-
KOH 20mM pH7.6, acetato potásico 200mM, glicerol 10% (v/v) y EDTA 1mM. La 
lisis celular se llevó a cabo en tampón de lisis con inhibidores de proteasas y fosfatasas 
(cóctel de inhibidores de proteasas de Sigma,en una dilución de 1/10), PMSF 10mM, 
NaF 10mM, ortovanadato sódico 20mM), usando perlas de vidrio de 45 µm y un 
sistema FastPrep. La cuantificación de la concentración de proteínas en los extractos se 
estimó a partir de la medida de absorbancia a 280nm realizada en equipo de 
espectrofotometría NanoDrop 1000 (Thermo Scientific).  
7.2 Análisis por Western Blot 
En todos los casos, el análisis de proteínas por Western Blot se realizó en 
condiciones desnaturalizantes, utilizando geles de poliacrilamida en presencia de SDS 
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(SDS-PAGE). Las muestras se desnaturalizaron mediante incubación durante 5 minutos 
a 85ºC. La electroforesis se realizó a voltaje constante (70-120V), usando un tampón de 
carrera que contiene Tris-base 25mM, glicina 250mM y SDS 0,1% (p/v). Las proteínas 
se transfirieron a membranas de PVDF (Millipore) por electrotransferencia húmeda a 
200mA, durante 2horas en frío. El tampón de transferencia contiene Tris-base 50mM, 
glicina 380mM y metanol 10% (v/v). La membrana se bloqueó con leche en polvo 5% 
(p/v) en tampón PBS (NaCl 137mM, Na2HPO4 10mM, KH2PO410mM, KCl 2,7mM, 
pH7.4), por incubación a temperatura ambiente durante 30 minutos-1hora. El anticuerpo 
primario se diluyó en una solución con leche en polvo 1% (p/v) y Tween-20 0,05% 
(v/v) en PBS. El tiempo de incubación con el anticuerpo primario varió en función de 
las características particulares de cada anticuerpo (desde 1hora a temperatura ambiente a 
toda la noche a 4ºC). La membrana se lavó tres veces con PBS1X durante 5 minutos. El 
anticuerpo secundario se diluyó en la misma solución utilizada para diluir el primario. 
La incubación se realizó a temperatura ambiente durante 30-40 minutos, seguida de 3 
lavados de 5 minutos con PBS1X. Para la detección quimioluminiscente se utilizó el 
sistema Pierce® ECL Western Blotting Substrate (Thermoscientific) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. 
7.3.Cuantificación proteica en Western Blot. 
 La cuantificación de las bandas correspondientes a las proteínas de interés que se 
obtienen en cada western blot por immunodetección se analizaron mediante un equipo  
ChemiDoc XRS (Bio-Rad), capaz de cuantificar la quimioluminiscencia en la reacción 
de revelado. La cuantificación se realiza mediante el programa Quantity-One® de  Bio-
Rad. Posteriormente se analizan los datos obtenidos, que son tratados con un programa 
de cálculo y representados en una gráfica según se indica en la figura correspondiente 
en la sección de resultados.  
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OBJETIVOS 
 
 El objetivo principal de este  TFM es estudiar el papel del coactivador 
transcripcional Sub1 en respuesta al estrés extremo en Saccharomyces cerevisiae. En 
concreto, analizando la importancia de algunos de los residuos necesarios para la unión 
de Sub1 al DNA (FRN54-56) en la respuesta al estrés térmico intenso,  y en menor 
medida al estrés oxidativo.  
Además, se estudiará si Sub1 es necesario para dar respuesta transcripcional al 
estrés o para permitir la supervivencia celular una vez que ha cesado el mismo.  
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ANTECEDENTES 
 
1. La mutación de residuos específicos en la región de unión al 
DNA de Sub1 influyen en la interacción con el DNA. 
 A la hora de abordar este trabajo nos basamos en trabajos que se habían 
realizado anteriormente en el factor humano PC4, donde se estudiaron los residuos 
implicados en la unión al DNA (Figura 3; Werten et al. 1998;1999). Teniendo en cuenta 
la alta homología de Sub1 con PC4, se eligieron algunos de los residuos conservados en 
ambas proteínas y que son importantes para la afinidad de PC4 por el DNA, y se 
mutaron en Sub1 (Figura3). El objetivo era determinar si la homología de secuencia de 
Sub1 con PC4 se correspondía con una homología funcional. Es decir, si la alteración 
de los residuos conservados en Sub1 provoca una alteración en la capacidad de unión a 
DNA de este factor en levaduras. Por lo tanto, mediante mutagénesis dirigida se 
reemplazaron los siguientes aminoácidos: fenilalanina 54, arginina 55 y asparagina 56 
(F54, R55 y N56), por alanina, alanina y glicina, respectivamente, generando el mutante 
sub1-FRN54-56AGG. A parte de este triple mutante que es el que usaremos en mayor 
medida para desarrollar este trabajo de fin de máster, se realizaron otras dos 
mutagénesis dirigidas a los residuos Y66 y K45, que se sustituyeron por alanina 
generando los mutantes sub1-Y66A y sub1-K45A, respectivamente. En todas las cepas 
construidas, Sub1 está etiquetado en su extremo C-terminal con 6 copias del epítopo 
HA para su inmunodetección. Como se ha dicho más arriba, la selección de estos 
residuos para llevar a cabo las mutaciones se  produjo por la gran homología que 
presentan con residuos de la proteína ortóloga en humanos, PC4. Así, el residuo K45 en 
Sub1 corresponde a K68 en PC4, cuya mutación provoca una reducción en la afinidad 
de PC4 por el DNA. En cuanto a los residuos FRN54-56 en Sub1 tienen una 
correspondencia en los residuos FKG77-79 de PC4 cuya mutación elimina totalmente la 
capacidad de unión a DNA, al igual que la mutación del residuo W89 (Y66 en Sub1).  
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Figura 3. Los dominios de unión a DNA de Sub1 y PC4 comparten residuos claves que determinan su 
capacidad de unión al DNA. Las cajas negras muestran los residuos idénticos y los residuos subrayados 
son aquellos que presentan similitud. Se indican los residuos sustituidos en Sub1 (flechas rojas) y que en 
PC4 provocan alteraciones en la capacidad de unión a DNA. 
Una vez obtenidos los mutantes puntuales en la secuencia de unión al ssDNA, 
primero se analizó si tenían algún fenotipo de crecimiento lento o termosensiblidad. 
Como se observa, en la figura 4A, este no es el caso. También se analizaron los niveles 
de proteína de Sub1 para cada una de las cepas estudiadas: silvestre (wt, SUB1-HA) y 
mutantes (sub1-K45A-HA, sub1-Y66A-HA y sub1-FRN54-56-AGG-HA), así como el 
mutante que carece de Sub1 (sub1∆), como control negativo (Figura 4A). Sólo en el 
caso de mutante sub1-FRN54-56-AGG-HA parece haber un incremento muy leve de los 
niveles de Sub1. Sin embargo, mediante RT-PCR no parecía que los niveles del 
transcrito de SUB1 estuvieran alterados (Figura 4A, panel inferior). Además, se estudió 
si producían alteraciones en la interacción con el DNA. Así, en el laboratorio de la Dra. 
Olga Calvo se ha analizado la capacidad para unirse al DNA in vivode todas las 
proteínas mutantes de Sub1 mediante la técnica de inmunoprecipitación de cromatina 
(ChIP). Para ello, se preparó cromatina de las cepas wt (SUB1-HA),  sub1-K45A-HA, 
sub1-Y66A-HA y sub1-FRN54-56-AGG-HA;  ysub1∆ de nuevo como control negativo 
del experimento. En todos los casos se analizó la asociación de Sub1 en condiciones 
normales de crecimiento a los promotores de dos genes de expresión constitutiva, PMA1 
y PYK1 y uno inducible, IMD2 (Figura 4C). Se ha descrito que Sub1 se asocia al 
promotor del gen IMD2 incluso en condiciones de no inducción para regular su 
represión o activación (Koyama et al., 2008; García et al., 2012). 
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Figura 4. A)Análisis de los niveles de  proteínaSub1 de las cepas indicadas mediante western blot, así 
como análisis de la transcripción de los mRNAs correspondientes mediante RT-PCR. Para ello, se 
prepararon extractos totales de las cepas silvestre (wt) y mutantes,que se analizaron mediante 
electroforesis en geles SDS-PAGE y posterior inmunoblot con el anticuerpo anti-HA para detectar 
Sub1.Como control de carga proteica, se utilizó el anticuerpo anti-Pgk1. Pgk1 es una proteína citosólica 
de expresión constitutiva. Además, se purificó RNA para sintetizar posteriormente cDNA, que se analizó 
por PCR utilizando oligonucleótidos para amplificar específicamente SUB1 y PGK1. Los productos de 
PCR se analizaron por electroforesis en gel de agarosa teñido con bromuro de etidio. B) Ensayos de 
diluciones seriadas en medio sólido SC. Todas las cepas, wt y mutantes, se crecieron en medio y 
temperaturas indicadas durante dos o tres días. C) Análisis mediante ChIP de la asociación relativa de 
Sub1-HA a los promotores de dos genes de expresión constitutiva (PYK1 y PMA1) y uno  inducible 
(IMD2). En la gráfica se representa el porcentaje de asociación de cada cepa para cada gen en relación a 
la cepa wt (Sub1-HA), cuyo valor de asociación se considera del 100%.. Sub1 wt (Sub1-HA) y los 
mutantes en el dominio de unión a DNA indicados fueron etiquetados con el epítopo HA y se usaron para 
la inmunoprecipitación con el anticuerpo anti-HA. 
 Las mutaciones Y66A y FRN54-56AGG, tal como ocurre en PC4(Werten et al., 
1998), eliminan la capacidad de unión al DNAin vivo,aunque en el caso de PC4 los 
ensayos se realizaron in vitro(Wertenet al., 1998). Es decir, estos dos mutantes 
provocan una perdida en la capacidad de  Sub1 para asociarse a la cromatina durante la 
transcripción, de manera que Sub1, en ambos mutantes, es prácticamente indetectable, 
al menos en los promotores de los genes ensayados (Figura 4). Por otra parte, el mutante 
K45A, igual que en el caso de PC4, provoca una reducción en la afinidad por el DNA. 
En resumen, estos resultados sugieren que los dominios de unión a DNA de Sub1 y 
A) B) 
C) 
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PC4, además de conservar homología de secuencia, conservan homología funcional, 
probablemente durante el inicio de la transcripción. 
 El grupo de investigación de la Dra. Olga Calvo estudia la regulación 
transcripcional en eucariotas, en general, y en particular la función de Sub1 en dicha 
regulación. Como ya se ha dicho previamente, la regulación transcripcional en respuesta 
a estrés es extremadamente importante para la viabilidad celular. En este sentido, el 
interés del proyecto en el que se encuadra el TFM, es determinar la participación de 
Sub1 en la respuesta a estrés, ya sea dando respuesta transcripcional a la misma o 
regulando la transcripción de genes requeridos para la recuperación cuando ha cesado el 
estrés. De manera que en el primer caso, un mutante de deplecióndeSUB1 mostraría 
sensibilidad, es decir, no crecimiento celular o muerte en condiciones de estrés, 
mientras que en el segundo caso, la ausencia de SUB1 impediría a las células sobrevivir 
una vez superado el estrés y creciendo en condiciones normales. En el primer caso 
hablaremos de sensibilidad/resistencia y en el segundo de supervivencia o 
viabilidad/letalidad.  
  
  24 
RESULTADOS. 
 
 Los niveles de Sub1 son regulados en respuesta a estrés extremo. 
2.1. Supervivencia celular ante un daño severo por estrés térmico. 
2.1.1 La mutación FRN 54-56AGG confiere mayor viabilidad a las células en 
respuesta a estrés térmico extremo.  
Como se ha introducido en la sección de antecedentes, ninguno de los mutantes 
del dominio de unión a DNA de Sub1 parecían conferir ningún defecto en el 
crecimientocelular tanto a la temperatura permisiva de 28ºC, como a la restrictiva de 
37ºC (figura 4B). Tampoco parecía que fueran más sensibles al tratamiento con 
peróxido, es decir, creciendo las células en un medio con concentraciones de 1.5mM de 
H202, condiciones a las cuales el mutante yap1∆ por ejemplo, es hipersensible.  Además, 
parecía que el mutante sub1-FRN54-56AGG incluso crecía mejor (datos no mostrados, 
tesis Alejandro Collin). En este punto nos planteamos si Sub1 en lugar de ser esencial 
para la respuesta al estrés, lo sería para la supervivencia y que tanto el mutante de 
depleción, sub1∆, como el mutante sub1-FRN54-56AGG,nos podían servir para 
investigar esta idea.Para ello se crecieron las cepas silvestre (wt), sub1∆ y sub1-FRN a 
28ºC hasta alcanzar fase exponencial, tras lo cual se sometieron a calor extremo de 50ºC 
durante 10’ y 30’ y después se analizó la supervivencia de las células, creciéndolas en 
placa durante dos o tres días a 28ºC. 
Sorprendentemente, en la figura 5 (ensayo de diluciones seriadas), observamos 
que mientras que el mutante sub1∆ era incapaz de sobrevivir después del choque 
térmico, el mutante sub1- FRN54-56AGG era capaz de hacerlo y de hecho mejor que la 
cepa wt. Si observamos la imagen de la derecha, en la que el tratamiento con calor duró 
30’, en esta condición que es letal para la cepa wt, el mutante sub1-FRN54-56AGG 
mantiene la viabilidad. Decidimos analizar con un poco más de detalle este fenotipo y 
sometimos a las células a distintos tiempos a 50ºC (3, 6 y 10’), tras lo cual se gotearon 
en medio sólido a distintas temperaturas. (Figura 5B).  De manera consistente y 
reproducible siempre observamos que el mutante sub1-FRN54-56AGG era más 
resistente a las condiciones extremas de temperatura (Figura 5B). De hecho, a tiempos 
de exposición mayores de 6 minutos a 50ºC, las células silvestres ya tienen un fenotipo 
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letal que no son capaces de revertir, mientras que las células mutantes sub1-FRN54-
56AGG, son capaces de sobrevivir a tiempos de exposición de 6 minutos y empiezan a 
mostrar cierto grado de letalidad a partir de los 10 minutos de exposición. 
 
Figura 5. A) Análisis de la supervivencia celular mediante ensayos de gota de las cepas wt (Sub1-HA), 
sub1∆ y sub1-FRN54-56AGG-HA. Se hicieron diluciones seriadas (1/10) de cada cultivo. En el panel 
izquierdo se muestran los fenotipos de recuperación a 28ºC, tras su incubación durante 10 minutos a 50º 
C .En el panel derecho, se muestran los correspondientes al tratamiento durante 30 minutos, donde sólo 
sobrevive el mutante triple. B) Ensayo de dilución seriada en medio sólido a 25, 28 y 37ºC tras un choque 
térmico de 3, 6 y 10 minutos a 50ºC. 
Los resultados de viabilidad celular nos llevaron a plantearnos si el mutante sub1-
FRN54-56AGG sería más viable porque sus niveles de proteína estaban alterados, como 
ya parecían sugerir los primeros análisis realizados a temperatura permisiva (Figura 4 de 
Antecedentes). Por lo tanto, decidimos analizar los niveles de Sub1 en las cepas wt y 
sub1-FRN54-56AGG-HA, utilizando extractos proteicos totales de células sometidas a 
condiciones de calor extremo. Para ello se analizaron dichos extractos mediante Western 
Blot y además, purificamos RNA y realizamos ensayos de  RT-PCR para analizar los 
niveles de transcrito de SUB1.  
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2.2.Determinación de los niveles de expresión de Sub1 en el triple mutante en 
relación a la cepa silvestre, cuando ambas se someten a estrés térmico. 
 Para el análisis de  los niveles de Sub1 se cultivaron a 28ºClas cepas wt, mutante 
sub1-FRN54-56AGG-HA y el mutante sub1∆ como control negativo, hasta que 
alcanzaron la fase exponencial de crecimiento, momento en el que los cultivos se 
dividieron en tres grupos de estudio. Uno de los cultivos se recogió directamente en fase 
exponencial y se consideró como tiempo 0. De los dos cultivos restantes uno se 
mantuvo a 28ºC durante 20 minutos (se consideró como control sin daño térmico) y el 
otro se sometió a 50ºC durante 20 minutos. Una parte de los cultivos se utilizó para 
preparar extractos proteicos totales y otra para purificar RNA y sintetizar cDNA. De 
esta manera, queríamos analizar tanto los niveles de proteína Sub1, como la expresión 
génica de SUB1y de otros genes marcadores de rutas de estrés. 
 Una vez preparados los extractos proteicos y sintetizado el  cDNA y amplificado 
por PCR con los oligonucleótidos correspondientes (RT-PCR), analizamos los niveles 
de proteínas  mediante Western Blot y de expresión génica mediante electroforesis en 
geles de agarosa (Figura 6) y cuantificamos las señales de quimioluminiscencia de los 
WB y la intensidad de las fragmentos amplificados por PCR, mediante el programa 
Quantity-One® (Materiales y métodos). 
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 Figura 6. A) Análisis de los niveles de proteína Sub1-HA,mediantewestern blot, utilizando el 
anticuerpo monoclonal  anti-HA. Además, se utilizó el anticuerpo anti-Pgk1 como control de carga 
proteica. B) Gráficas de la cuantificación media de la quimioluminiscencia presente en el revelado de tres 
western blots independientes. Gráfica superior, se muestra la relación de los niveles de proteína de la cepa 
triple mutante, junto con la desviación estándar representada en las barras de error, en relación a la cepa 
wt para cada uno de los tiempos de recogida de muestras (0'; 20' a 28ºC y 20' a 50ºC). Grafica inferior, 
relación de los niveles de proteína Sub1 para cada cepa relacionando los valores a los 20’ con los valores 
de proteína a tiempo 0’.  
 En el caso de los niveles de proteínas, los experimentos muestran de manera 
reproducible que el mutante sub1-FRN54-56AGG-HA, posee unos niveles de Sub1 
mayores a los de la cepa silvestre (wt). De hecho, como puede observarse tanto en el 
panel superior de la Figura A, como en el inferior, los niveles de Sub1 parecen 
disminuir drásticamente tras la exposición al estrés térmico, y aunque en el mutante 
sub1-FRN54-56AGG-HA también disminuyen, éstos son superiores. Este dato 
concuerda con el hecho de que este mutante es capaz de conferir mayor viabilidad 
celular a las células tras la exposición acondiciones de estrés térmico extremo (Figura 
5). Si cuantificamos los valores de cada una de las proteínas para cada cepa y se 
calculan los niveles de Sub1 en el mutante con respecto a la cepa wt (Figura 6), 
observamos que, efectivamente, en este mutante incluso en condiciones normales de 
crecimiento los niveles de proteína Sub1 son mayores, siendo significativamente 
mayores durante la exposición a 50ºC. Estos valores los encontramos representados en 
la figura 6B, donde al normalizar los valores con el control de carga (Pgk1), podemos 
observar que en condiciones no estresantes, como es el crecimiento a 28ºC, los valores 
de expresión de Sub1 entre la cepa silvestre (wt) y el mutante sub1-FRN54-56AGG no 
presentan diferencias significativas. Sin embargo, en condiciones restrictivas como es el 
crecimiento a 50ºC sí que observamos diferencias significativas, ya que la expresión del 
mutante se incrementa 2,5 veces en relación a los niveles proteicos de la cepa silvestre 
(Figura 6B). 
 Esto nos llevó a plantearnos la hipótesis de que la mayor viabilidad celular tras 
la exposición a condiciones de estrés se podría deber a los mayores niveles de proteína 
Sub1 en el mutante. Es posible que la triple mutación AGG pueda conferir a la proteína 
Sub1 una mayor estabilidad a Sub1, evitando que se degrade rápidamente. 
 Para estudiar los niveles de transcripción de las cepas en estudio, analizamos 
mediante RT-PCR la expresión de SUB1 y de dos genes cuya transcripción varía en 
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respuesta a estrés: HSP104, RPL36. Por otra parte, el 18S rRNA, como transcrito de la 
RNAPI que nos sirve como control de carga, y una secuencia intergénica del CVII 
donde no hay actividad transcripcional (Figura 7). El gen HSP104 codifica una HSP y 
por tanto su expresión se induce en respuesta a condiciones de estrés severo. RPL36,  
que codifica para una proteína ribosomal. La transcripción de los genes ribosomales se 
inactiva en respuesta a estrés. Curiosamente, se ha determinado a escala genómica por 
la técnica de ChIP on chip  que Sub1 se asocia  a los promotores de los genes 
ribosomales. 
 Para el primero de los casos, los niveles de SUB1 son parecidos en las cepas wt y 
sub1-FRN54-56AGG (quizás ligeramente mayores en el mutante a 28ºC, 20’) en 
condiciones de crecimiento normales. Por otro lado, de acuerdo con lo observado en los 
ensayos de western blots, los niveles de SUB1 a la temperatura restrictiva se encuentran 
muy disminuidos en la cepa wt y se mantienen a niveles normales en el mutante sub1-
FRN54-56AG. Este resultado sugiere que bien la actividad transcripcional en este 
mutante está incrementada o lo está la estabilidad de los transcritos. Con la técnica de 
RT-PCR no podemos discriminar entre síntesis de novo y degradación de los transcritos. 
En resumen, sólo podemos concluir que los niveles de proteína Sub1 en el mutante son 
mayores porque hay mayor niveles de tranritoSUB1-FRN-54-56-AGG. 
En el caso de HSP104, los niveles de transcrito parecen ser los mismos en la cepa 
wt que en el mutante sub1-FRN54-56AGG en condiciones de crecimiento normales. Sin 
embargo, estos niveles decaen en el mutante sub1∆ cuando se le somete a condiciones 
de estrés, lo que podría indicar que SUB1 es necesario para la transcripción de este gen 
en respuesta a estrés. Por último, en relación al gen RPL36 no observamos ningún 
cambio significativo para ninguna de las cepas estudiadas (Figura 7). 
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Figura 7. Análisis de la transcripción mediante RT-PCR de las cepas wt,  sub1∆ y sub1-FRN54-56AGG, 
amplificando los genes SUB1, una región intergénica sin transcripción del cromosoma VII (CVII) 
(Control de presencia de DNA genómico en las muestras), 18S rRNA (Control de transcripción por otra 
polimerasa, RNAPI), HSP104 (gen inducido en respuesta a estrés térmico) y RPL36 (gen de proteína 
ribosomal cuya expresión se sabe decae en condiciones de estrés). 
2.3. Supervivencia y crecimiento celular ante un daño severo por estrés térmico. 
Dada la importancia de Sub1 en la supervivencia celular en respuesta a estrés, 
como hemos observado en los ensayos de crecimiento, quisimos averiguar si su función 
puede estar mediada o relacionada con otros factores implicados en esta respuesta, 
como Ssa2, o si puede estar relacionada con la traducción, como Eft2. Ambos factores 
se identificaron como proteínas asociadas a Sub1 en una purificación de complejos 
(tesis Alicia García, 2012).  
 Las cepas que incluimos en este estudio de gota fueron cepas defectivas en el 
gen SSA2 (ssa2∆), cuya expresión sintetiza una chaperona de la familia Hsp70. Es una 
proteína involucrada en la supervivencia celular a condiciones de estrés, y tiene 
funciones en unión al tRNA y en condiciones  de "starvation" o parada celular (Takano 
A. et al. 2015). Otro de las cepas utilizadas es el mutante de deleción del EFT2 (eft2∆). 
Este gen codifica un factor de elongación que cataliza la translocación de ribosomas 
durante la síntesis de proteínas (Perentesis JP et al. 1992) y cuya ausencia se ha 
relacionado con una reducción de la supervivencia celular por estrés térmico mediante 
un mecanismo aun no descrito (Byrne KP and Wolfe KH, 2005). 
 En primer lugar investigamos la posible interacción genética de SUB1 con los 
genes SSA2 y ETF2 mediante cruces genéticos. Así se cruzó el mutante sub1∆ con los 
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mutantes ssa2∆ y etf2∆. Se aislaron zigotos, se esporularon y se diseccionaron las 
tétradas procedentes de la meiosis con un micromanipulador para analizar la progenie. 
Seleccionamos un tetratipo, es decir, una tétrada donde están representados los cuatro 
genotipos, wt, sub1∆, ssa2∆ y sub1∆ssa2∆ y analizamos los fenotipos de crecimiento a 
distintas temperaturas. Lo mismo se hizo en el caso de etf2∆, donde seleccionamos de 
nuevo tetradas que representen los distintos fenotipos para esta proteína (wt, sub1∆, 
eft2∆ y sub1∆eft2∆) (Figura 8) 
  
  
 Al realizar estos ensayos con eft2∆ y ssa2∆ (Figura 8) observamos que en 
realidad el efecto que se producía en la sensibilidad a temperaturas que se consideraban 
restrictivas (39ºC) para los mutantes ssa2∆ y etf2∆ no era la esperada. Sin embargo, 
observamos que en el caso de sub1∆, había un ligero retraso en el crecimiento a 39ºC 
que, donde el doble mutante sub1∆ssa2∆ parecía suprimirse ligeramente. En el caso del 
doble mutante sub1∆etf2∆ no observamos ninguna interacción genética. Estos 
resultados no nos aportan información nueva que nos ayude en el estudio de cómo Sub1 
participa en la supervivencia celular.  
 2.4. El daño celular producido por estrés oxidativo. 
 Sub1 también se ha relacionado con el estrés oxidativo. Por tanto, como parte 
final del trabajo abordamos el estudio de la implicación de Sub1 dicho estrés, del mismo 
modo que hicimos para el caso de las temperaturas restrictivas. 
Figura 8. Panel 
superior, Ensayo de 
gota de diluciones 
seriadas de las cepa wt 
sub∆1, ssa2∆, 
sub1∆ssa2∆.  Panel 
inferior, wt, sub1∆, 
etf2∆ y sub1∆etf2∆. 
Ambos ensayos se 
realizaron en placas de 
YEPD y se incubaron 
24 horas a 28 y 39ºC. 
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 En primer lugar, realizamos un Western Blot utilizando extractos proteicos de 
las tres cepas de trabajo (wt, sub1∆ y sub1-FRN54-56AGG-HA), incubadas durante 50 
minutos con una concentración sub-letal de peróxido de hidrogeno de 1,5mm (H2O2). Al igual 
que en el caso anterior, recogimos diversas muestras que correspondían a crecimiento en 
condiciones normales y en condiciones de estrés oxidativo (Figura 9). 
 
 Los patrones de expresión proteica observados para este tipo de daño se 
asemejan enormemente a los obtenidos  en condiciones de estrés térmico. Es decir, los 
niveles de proteína Sub1 son mayores en el mutante triple que en la cepa wt tras la 
exposición a peróxido. También en este caso los niveles de Sub1 en condiciones de 
estrés oxidativo disminuyen drásticamente.  
 Como en el caso anterior, decidimos recurrir a la genética para intentar entender 
cómo Sub1 podría participar en este tipo de estrés. En este caso recurrimos al mutante 
yap1∆. Yap1 es un factor de transcripción requerido para la resistencia a estrés 
oxidativo (Temple MD, et al. 2005).  Para ello, en primer lugar se construyó el doble 
mutante sub1∆ yap1∆, como en el caso de ssa2∆ y etf2∆, y analizamos los fenotipos de 
los mutantes sencillos y doble en YEPD y en YEPD más H202. 
Figura 9. Análisis de western blot 
de los niveles de protéinaSub1en 
las cepas wt, sub1∆ y sub1-
FRN54-56AGG tratadas con 
1,5mM de peróxido de hidrogeno 
durante 50 minutos para inducir 
daño celular. Se utilizaron los 
anticuerpos anti-HA y anti-Pgk1. 
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Figura 10. Ensayo de gota de diluciones seriadas para analizar la posible interacción genética entre SUB1 
y YAP1.En el ensayo se utilizaron cepas defectivas de Sub1 (sub1∆), Yap1 (yap1∆)  y una cepa mutante 
para ambos genes. Todas las cepas anteriormente descritas se incubaron durante 24h en placas de YEPD a 
temperaturas de 28ºC y 37ºC, además de someterlas a condiciones de estrés oxidativo en placas con una 
concentración de H2O2 de 1,5mM. 
 Con este ensayo podemos ver que cuando delecionamos sub1∆ en un mutante 
defectivo de Yap1, esta cepa se vuelve mucho más sensible al daño por estrés oxidativo 
que una cepa con una sola de las mutaciones, lo que indica que Sub1 incrementa el 
fenotipo de sensibilidad de las células a condiciones de estrés oxidativo, y que ambos 
genes SUB1 y YAP1 interaccionan genéticamente, por lo que es posible que exista una 
relación funcional entre ambas proteínas. 
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CONCLUSIONES. 
 
 En el TFM que se presenta hemos presentado evidencias de que el coactivador 
transcripcional Sub1 tiene una función importante en la supervivencia celular tras la 
exposición a estrés extremo calórico y oxidativo. Las evidencias son:  
1.-En un mutante (sub1-FRN54-56AGG), donde los niveles de proteína de Sub1 son 
mayores que en una cepa silvestre, la supervivencia tras la exposición a estrés calórico 
extremo es mayor. Por el contrario, en ausencia de SUB1 las cepas no son capaces de 
recuperarse y pierden la viabilidad.  
2.-Asímismo, los niveles de proteína de este mutante tras ser sometido a estrés oxidativo 
también son mayores que los de la proteína silvestre. En este sentido, hemos 
demostrado una interacción genética entre SUB1 y YAP1, que codifica para el regulador 
maestro de la respuesta a estrés oxidativo en S.cerevisiae.  
3.-Parece ser que los niveles de Sub1 en el mutante dependen de los niveles de 
mensajero SUB1, que también son mayores. En este punto, no podemos concluir si la 
triple mutación FRN54-56AGG da lugar a una mayor síntesis del transcrito o a una 
mayor estabilidad y menor degradación del mismo. 
4.-Por otra parte, hemos observado que los niveles de Sub1 en una cepa silvestre 
disminuyen rápida y drásticamente durante la exposición a estrés calórico y oxidativo. 
Esto sugiere que la transcripción de aquellos genes que dependen de su activación se 
puede encontrar disminuida Este podría ser el caso de las proteínas ribosomales, cuyos 
genes codificantes son diana de Sub1. Sin embargo, nuestros experimentos de RT-PCR 
no muestran este resultado.   
Tampoco hemos conseguido resultados concluyentes acerca de los niveles de HSP104. 
Decidimos analizar la transcripción de este gen porque lo consideramos un buen 
candidato para hacer el seguimiento de la actividad transcripcional en respuesta a estrés.  
Por último, no hemos encontrado una interacción genética entre SUB1 y  SSA2 y ETF2, 
dos factores que podrían darnos pistas sobre el papel de Sub1 en la regulación de la 
transcripción en respuesta a estrés, y que se han encontrado asociados a Sub1 
(resultados sin publicar). 
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